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（recombinant tissue plasminogen activator; rt-PA; アルテプラーゼ)の静脈投与による
急性期血栓溶解療法で、発症から 3 時間以内に治療可能な脳梗塞で慎重に適応判
断された患者に対して一定の効果を上げている[3,4]。本邦におけるアルテプラーゼ






与群 125例において、実薬群にはエダラボンを 2週間投与した結果、発症から 3ヶ月
後の臨床症状がエダラボン群のほうが有意に良かった。しかし、ほとんど症状のない












   






現在までに、胚性幹細胞（Embryonic stem cells; ES 細胞）、人工多能性幹細胞



















  1997 年に浅原らにより、成人末梢血中に血管内皮細胞に分化し得る血管内皮前















の理由の一つとして、EPC の単離方法が確立しておらず、各施設によって EPC の定
義が一定しないことが挙げられる[25]。EPC は元来、CD34 や CD133、血管内皮増殖
因子受容体‐2(vascular endothelial growth factor-2; VEGFR-2)などを表面抗原として
発現する細胞を末梢血骨髄単核球細胞から分取する方法で単離された[20,26,27]。









































方法を新規に開発することに成功した。 臍帯血から単離した EPC を アルデヒドデヒ
ドロゲナーゼ(aldehyde dehydrogenase; ALDH)活性により 2 つの集団に分けると、
ALDH活性の低い集団 (Alde-Low EPC)のみが高い増殖能と遊走能を持ち、虚血部
位に対する治療効果を有することを突き止めた[34]。マウスの有茎皮弁による虚血性





























































   
  本研究に使用したEPC(Alde-Low EPCとAlde-High EPC)とヒト臍帯静脈血管内皮







き、単核細胞を単離し、高栄養培地 IMDM(Iscove's Modified Dulbecco's Medium: 
Invitrogen, Carlsbad, CA)に 10%ウシ胎児血清（Fatal bovine serum; FBS: Hyclone, 
South Logan, UT）および繊維芽細胞増殖因子（basic fibroblast growth factor; 
b-FGF: Peprotech, London, United Kingdom）10 ng/ml を添加した培地を用い、
37℃、5%CO2 の培養条件下で培養した。蛍光励起細胞分取装置(FACS Vantage：
BD Biosciences, San Jose, CA)を用いて、CD45(-)/CD31(+)の細胞をフローサイトメ
トリー (flowcytometry)で分離し、アセチル化 LDL(PE-conjugated low-density 
lipoprotein from human plasma acetylated, DiI complex: DiI-Ac-LDL: Molecular 
Probes, Eugene, OR)の取り込みがあり、増殖能が高く（培養すると敷石上構造
(cobble stone appearance)あり）、マトリゲルアッセイで管腔構造(tube formation)を




2.2.1.2  Alde-Low EPCの分取 
 
















用した[42]。HUVEC は Cambrex (Walkersville, MD)から購入し、endothelial cell 
basal medium 2 (EBM-2; Cambrex)内で保存した。 HUVEC、Alde-Low EPC、











  280-320 gの雄性 SDラットを Charles River (Yokohama, Japan)から購入し使用した。






（図 1） ナイロン糸による中大脳動脈閉塞モデルの作成法（模式図）: 
  
（注釈） 
ACA (anterior cerebral artery；前大脳動脈) 
CCA (common carotid artery；総頚動脈) 
ECA (external carotid artery；外頚動脈) 
ICA (internal carotid artery；内頚動脈) 
MCA (middle cerebral artery；中大脳動脈) 
PCA (posterior cerebral artery；後大脳動脈) 





ットを仰臥位にし、頚部正中切開を行い、右の総頚動脈(common carotid artery; CCA)
を露出して近位部でこれを結紮閉塞した。外頚動脈(external carotid artery; ECA)を露
出して結紮閉塞した後、先端をシリコンコーティングした 4-0 ナイロン糸（図 2）を総頚
動脈から前大脳動脈(anterior cerebral artery; ACA)に挿入することで中大脳動脈










（図 2） 塞栓糸： 













(phosphate-buffered saline；リン酸緩衝生理食塩水)0.5 ml と各細胞を投与した(n=10)。
細胞は、HUVEC、Alde-High EPC、Alde-Low EPCを各 5×105 cellsを 0.5 mlの PBS





 Cells (5x10 5 cells in 0.5 ml PBS) 
 Alde-Low EPC  n= 10 
 Alde-High EPC n= 10 
 HUVEC  n= 10 
 Control (0.5 ml) 
 PBS   n= 10 
 
（図 3） 投与スケジュールと投与細胞: 













左片麻痺やホルネル徴候を含む神経学的症状は modified Neurological 
Examination Grading System[45]（表 1）を使用して評価した。中大脳動脈閉塞直
後、再灌流後、細胞投与後 24時間に評価した。 
 







局所脳血流(regional cerebral cortical blood flow; rCoBF)は、Ohta らの方法
[29]を改変して測定した。頭皮を切開後、帽状腱膜と骨膜を剥離し、矢状縫合と
冠状縫合の合流点(bregma)の 2 mm外側、2 mm後方で、レーザードップラー血












続 7スライスの 2 mm厚冠状断切片を作成し、2,3,5-triphenyltetrazolium chloride 
(TTC)で染色し(37℃、20 分)、デジタルカメラで撮影した。SCION image (SCION 
Corporation, Frederick, MD)を使用して各断面の脳梗塞面積を計測した。7スライ
スの脳梗塞面積の和を脳梗塞体積とし、正常側半球体積との比を脳梗塞体積比




























与群で細胞投与前が 2.4 ± 0.49、投与 24時間後が 3.1 ± 0.83で、HUVEC投与群；投
与前 2.1 ± 0.83、24時間後 2.4 ± 0.66、Alde-High EPC投与群；投与前 2.6 ± 0.49、24
時間後 2.7 ± 0.64、Alde-Low EPC投与群；投与前 2.5 ± 0.67、24時間後 2.8 ± 0.60で








（図 5） 神経症状の評価： 
脳梗塞を作製した全 73例のうち、死亡や脳梗塞のできなかったラットを除外し、各群 10例の 40
例で細胞投与前の神経症状と細胞投与後 24 時間の神経症状を比較した。細胞投与前と比較し









40例で検討した。各群の梗塞側の局所脳血流は、PBS投与群で細胞投与前が 9.4 ± 
3.6 ml/100g/min、投与 24時間後が 7.7 ± 0.8 ml/100g/minで、HUVEC投与群；投与
前 10.6 ± 4.1 ml/100g/min、24時間後 7.9 ± 3.9 ml/100g/min、Alde-High EPC投与群；
投与前 9.5 ± 1.1 ml/100g/min、24時間後 5.2 ± 1.9 ml/100g/min、Alde-Low EPC投与
群；投与前 9.6 ± 2.7 ml/100g/min、24時間後 8.1 ± 5.4 ml/100g/minであった（図 6; A）。
全投与群で、細胞投与 24 時間後に梗塞側の局所脳血流が低下する傾向があった。
細胞投与 24時間後の梗塞側局所脳血流の比較を行ったが、Alde-Low EPC 投与に
よる局所脳血流の有意な増加は認められなかった（図 6; A）。 
 
  細胞投与後 24 時間での全体的な局所脳血流の低下の影響を除外するため、梗
塞側脳血流を、正常側との比である脳血流比で算出して検討した。各群の梗塞側の
脳血流比は、PBS投与群で細胞投与前が 0.44 ± 0.19、投与 24時間後が 0.64 ± 0.21
で、HUVEC投与群；投与前 0.43 ± 0.10、24時間後 0.59 ± 0.28、Alde-High EPC投与
群；投与前 0.40 ± 1.9、24時間後 0.49 ± 0.16、Alde-Low EPC投与群；投与前 0.39 ± 
0.12、24時間後0.55 ± 0.21であった（図6; B）。中大脳動脈の閉塞と再灌流によって、
梗塞巣の局所脳血流は正常側と比較して約 60%減少した。細胞投与 24時間後の梗
塞側脳血流比の比較を行ったが、局所脳血流の比較と同様にAlde-Low EPC投与に





（図 6） 局所脳血流の評価： 
脳梗塞を作製した全 73例のうち、死亡や脳梗塞のできなかったラットを除外し、各群 10例の 40
例で細胞投与前の梗塞側局所脳血流と細胞投与後 24 時間の梗塞側局所脳血流を比較した。
(A)全投与群で細胞投与 24 時間後に梗塞側の局所脳血流が低下する傾向があった。Alde-Low 
















2.3.3 Alde-Low EPCによる脳梗塞体積の抑制 
 






（図 7） TTC染色（細胞投与 24時間後） 






Alde-Low EPC 投与群では、PBS 投与群や他細胞投与群と比較して、梗塞面積
が少なく、浮腫性変化も軽度であった（図 7; D）。各群の脳梗塞体積比 (% infarct 
volume)は、PBS投与群で 77.0 ± 16.9%、HUVEC投与群；72.4 ± 18.2%、Alde-High 
EPC投与群；63.1 ± 22.0%、Alde-Low EPC投与群；37.1 ± 10.4%であった。Alde-Low 
EPC 投与群では、他群と比較して有意に脳梗塞体積が抑制されていた（PBS、または
HUVEC と Alde-Low EPC投与群間で P< 0.0005、Alde-High と Alde-Low EPC投与
群間で P< 0.005の有意差あり） [n=10] （図 8）。 
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（図 8） Alde-Low EPCによる脳梗塞抑制効果 
各投与群(各 n=10)の脳梗塞体積比 (% infarct volume)を示す。Alde-Low EPC投



















連因子である VEGF（vascular endothelial growth factor; 血管内皮増殖因子）や

































































  本研究の実験デザインは、Ohta らの方法を参考に構築した[29]。Ohta らは、ラット
の自家骨髄より採取した単核球細胞を、フィブロネクチンでコートした培養皿で VEGF
とともに培養し、非接着細胞を除去した細胞を EPCと定義し[54]、ラットの中大脳動脈
をナイロン糸を導入する方法で 90分間閉塞し、再灌流直後（early EPC group）と再灌
流 2 時間（delay EPC group）で内頚動脈より EPC を投与している。EPC の投与量は
2.5×105 cellsで、0.3mlの PBSに懸濁して使用している。細胞投与から 24時間と 48
時間に神経症状や局所脳血流を測定して脳を摘出し、脳梗塞体積を脳梗塞体積比

















有効な脳梗塞を作製するため、閉塞時間は 60 分間とし、30 分間の再灌流の後
に各細胞を投与した。再灌流させない、いわゆる永久閉塞モデルでは、梗塞範囲は
大きくなるものの、死亡率が高くなるため（Koizumi らの糸上げモデル原法では 32 時
間以内にすべて死亡[44]）、再灌流モデルを採用している。再灌流モデルの閉塞時間
については、Memezawa らの報告[55]では、2 日目までの死亡率は 60分以内の閉塞
では 0%、90分閉塞で 11%、120分閉塞で 63%であった。再灌流モデルの脳梗塞範囲
については、Memezawaらの報告[55,56]で、30分閉塞で線条体に小梗塞、60分閉塞






多く、10 例に 1 例の割合で 24 時間以内に死亡が認められ、特に、麻痺を発症したラ


























2.4.4 Alde-Low EPCの急性期脳梗塞抑制効果 
 
本研究では、Alde-Low EPC 投与群でのみ脳梗塞体積抑制効果が認められ、











  局所脳血流においては、前述のOhtaらの実験結果より、細胞投与後 24時間では
脳血流の増加は認められず、48 時間後以降で脳血流増加作用がでてくることも考え










  本章では、Alde-Low EPCが急性期脳梗塞に対しても、虚血性皮膚壊死と同様に
治療効果を発揮することを確認した。このことは、従来主に表面抗原で分取していた









































（図 9） EPCによる急性期脳梗塞治療機序の仮説： 











  以上より、急性期脳梗塞に対する Alde-Low EPCの治療効果のメカニズムとして、

















は、MSCV(Murine Stem Cell Virus)レトロウイルス発現システム (Clontech 













  前章と同様にラット中大脳動脈閉塞モデルを作製し、中大脳動脈を 60 分間閉塞
し、再灌流後 30 分で Alde-Low EPC、Alde-High EPC、HUVEC の各細胞 5×105 
cellsを 0.5 mlの PBSに懸濁させ頚動脈から投与した。細胞投与から 24時間後、致
死量のペントバルビタールを腹腔内投与し、上行大動脈経由でPBSによる灌流を行
った。ラット脳を摘出後、前頭葉先端から連続 7スライスの 2 mm厚冠状断切片を作
成し、MCAの灌流領域を含むように前頭葉先端から 6-8 mm尾側の冠状断切片（4
スライス目）を組織学的検討に使用した。切片を 4%パラフォルムアルデヒド含有
PBS で 24 時間固定した後、20%ショ糖溶液に 24 時間浸した。脱水固定した冠状断









後、PBS で 5 分間×3 回洗浄し、Alexa 試薬(Invitrogen)で標識した。蛍光顕微鏡で
の観察では、GFP 陽性細胞は緑色で観察されるため、各一次抗体はすべて
Alexa555（赤色蛍光抗体）で標識した。同時に、核染色剤 DAPI (4’,6-diamidino- 




3回洗浄した。封入後、蛍光顕微鏡(Biozero, BZ8000, KEYENCE Inc. Osaka, Japan)
で観察を行った。使用した一次抗体は下記に示す（表 2）。 
 
























3.2.4 Alde-Low EPCの梗塞巣への集積機序の解析 
 
3.2.4.1 SDF-1/CXCR4系と Alde-Low EPCの集積 
 
  Alde-Low EPC の梗塞巣への集積機序の解析として、梗塞巣で発現するストロ
ーマ細胞由来因子-1(SDF-1; Stromal cell-derived factor-1)と、EPCが発現するケモ
カインCXCレセプター4(CXCR4; CXC receptor 4)の相互作用に着目し、短鎖二本鎖
RNA(siRNA; short interfering RNA)を用いた RNA干渉法(RNAi; RNA interference)
によりCXCR4の発現を特異的に抑制したAlde-Low EPC(Alde-Low EPC CXCR4si)
をラット脳梗塞モデルに投与する実験を行った。 
 
  CXCR4ショートヘアピン型 RNA(CXCR4 shRNA; CXCR4 short hairpin RNA)を
レンチウイルスベクターにより Alde-Low EPCに導入し、安定した CXCR4の発現抑
制を得た。CXCR4 shRNA は MISSION TRC-Hs1.0 (Sigma-Aldrich, Steinheim, 
Germany; クローン番号: TRCN0000004053, 挿入シークエンス: 5’-CCGGCATC- 
ATCTTCTTAACTGGCATCTCGAGATGCCAGTTAAGAAGATGATGTTTTT-3’)に
より作製した。Alde-Low EPCを 24ウェルプレート（住友ベークライト）に播種して 24
時間培養した後、80%コンフルエントの状態で培地 200 µｌに対し 20 µｌのウイルス液
（CXCR4 shRNA）とポリブレイン（Sigma-Aldrich; 最終濃度 8 µg/ml）を加えた。2日





  Alde-Low EPC CXCR4si も GFPを導入して可視化し、上記の方法と同様に細胞





3.2.5 Alde-Low EPCによる神経保護作用の解析 
 
  梗塞巣に集積した Alde-Low EPC による神経保護作用を解析するため、eNOS
（ endothelial nitric oxide synthase; 内皮型一酸化窒素合成酵素）に着目し、
LSAB(Linked Streptavidin-Biotin)法による増感免疫染色を施行した。DAKO LSAB
キット(DAKO, Glostrup, Denmark)を使用した。薄切した凍結切片を解凍後、アセト
ンで固定の上 PBSで洗浄し、Target Retrieval Solution (Dako)を用いて抗原の賦活
化処理(121℃、5 分）を行った。蒸留水で洗浄後、内因性ペルオキシターゼ反応抑
制のため 0.3%過酸化水素加エタノール溶液で 20 分間処理し、PBS で洗浄した。





せた。ヘマトキシリンで核染色した後、封入して顕微鏡 (Biozero, BZ8000, 




















（図 11） Alde-Low EPCによる脳梗塞抑制効果（TTC染色） 
各細胞投与群の代表的ケースの 24時間後の TTC染色所見。未染部分
（白）が梗塞巣を示す。(A)PBS投与、(B)HUVEC投与、(C)Alde-High EPC






































た（図 13, 14）。 
 







（図 14） GFP陽性細胞の観察 
蛍光免疫染色では、GFP 陽性細胞は緑色の紡錘型の蛍光として観察された。各細胞の大きさ















（図 15） 抗 αSMA抗体染色による梗塞巣の血管分布の観察 



















  GFP 陽性細胞の計数による定量を行うと、Alde-Low EPC 投与群の梗塞巣に特
異的にGFP陽性細胞が集積することが確認された（図 19）。各細胞投与群における
半球ごとの GFP陽性細胞数は、HUVEC梗塞側で 88.7 ± 9.5 cells、Alde-High梗塞
側で 118.3 ± 18.8 cells、Alde-Low正常側で 132.3 ± 48.0 cells、Alde-Low梗塞側で
318.7 ± 89.8 cellsであった。HUVEC投与群、または Alde-High投与群と比較して、
梗塞側における Alde-Low 投与群の GFP 陽性細胞数は有意に多かった(P<0.05)。
Alde-Low 投与群では、正常側と比較して梗塞側で GFP 陽性細胞が有意に多かっ









（図 16） GFP陽性細胞の分布-1： 

















（図 18） Alde-Low EPCの間質への遊走 







（図 19） GFP陽性細胞の集積の定量： 
投与細胞の虚血領域への集積の定量を行うと、正常側や、他の細胞を投与した群の虚血側






3.3.3 SDF-1/CXCR4系と Alde-Low EPCの集積 
 






















（図 21） 虚血部位での SDF-1の発現と Alde-Low EPCの集積： 
SDF-1の発現とGFP陽性細胞の関係を詳細に観察すると、Alde-Low EPC投与群でのみ、線
条体の虚血辺縁部において、SDF-1 陽性の血管に GFP 陽性細胞の集積を認めた（A：明視野、
B：GFP（緑）、C：SDF-1（赤）、D：GFP（緑）と SDF-1（赤）、DAPI（青）のマージ）。このシリーズで
は、SDF-1 の発現は線条体の虚血辺縁部のみで、しかも部分的であり、SDF-1 の発現のない血






  CXCR4の発現抑制を RT-PCR(Reverse-transcription–polymerase chain reaction)
で確認したところ、コントロール EPC(mock)と比較して 20%酸素下で 25%、1%酸素






（図 22） Alde-Low EPC CXCR4si (CXCR4sh)の遺伝子発現解析： 
 CXCR4の発現を低下させたAlde-Low EPC (CXCR4sh)における遺伝子解析をRT-PCRにより
行った。CXCR4の発現は、コントロール EPC(mock)と比較して 20%酸素下で 25%、1%酸素下で
14%に抑制されていることを確認した(**p<0.01)。CXCR4 の発現低下によって、Glut-1（グルコト





さらに、Alde-Low CXCR4si の投与実験では、CXCR4 の発現抑制により、
Alde-Low EPC の梗塞巣への集積能が低下したことと、脳梗塞に対する治療効果が
低下したことを確認した（図23）。GFP陽性細胞の定量では、Alde-Low EPC投与群の
梗塞側の半球あたりの細胞数が 318.7 ± 89.0 cellsであるのに対し、Alde-Low EPC 
CXCR4si投与群では 127.0 ± 6.1 cellsで、梗塞巣への集積が有意に低下していた(p 
< 0.05, n = 3)。GFP陽性細胞の定量と同時に施行した蛍光染色による細胞分布の観
察では、Alde-Low EPC CXCR4siの間質への遊走は認められなかった。さらに、脳梗
塞体積の測定では、% infarct volumeがAlde-Low EPC投与群で 37.1 ± 10.4%だった
のに対し、Alde-Low EPC CXCR4si投与群では 53.0 ± 11.8%であり、脳梗塞抑制効
果も減弱していた(p < 0.05, n = 3) （図 23）。 
 
 
（図 23） CXCR4の発現抑制による Alde-Low EPCの集積能力の低下： 
 CXCR4の発現抑制により、Alde-Low EPCの梗塞巣への集積能力が低下し、脳梗塞に
対する治療効果が低下した(*P< 0.05, **P< 0.005)。  
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3.3.4 Alde-Low EPCによる神経保護作用の解析 
 





（図 24） eNOSの発現： 
Alde-Low EPC投与群と PBS投与群における eNOSの免疫染色。正常側と比較して梗塞側で
血管内皮に eNOS の発現が強い傾向があることは確認できたが、Alde-Low EPC に特異的な





















































3.4.3 Alde-Low EPCの虚血巣への集積機序 
 










に SDF-1が強く発現していることが観察できた（図 20）。さらに、Alde-Low EPCにおい












3.4.4 Alde-Low EPCの神経保護作用 
 
 前述のように、亜急性期や慢性期の脳梗塞に対する EPC の治療効果の報告
はあるが[7]、投与 24 時間以内の急性期脳梗塞に対する EPC 治療に関する報告は




























Ohta らは、急性期脳梗塞モデルに EPC を投与し、その急性期神経保護作用を蛍光
免疫組織学的に解析しているが、EPCの多くは eNOSを発現する領域に分布したが、










































① Alde-Low EPCの投与は急性期脳梗塞において脳梗塞体積を抑制する。 
② 投与した Alde-Low EPC は脳梗塞急性期に虚血巣に集積し治療効果を発揮す
る。 
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